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Beschreibung 

{0001] Die vorliegende Erfindung betrifft neue Linker und deren Venvendung zur Herstellung von Konjugaten f tir den 
Einsatz in diagnostischen oder therapeutischen Verfahren. 

5 . [0002] In diagnostischen oder therapeutischen Verfahren werden oftmals Konjugate aus mehreren Biadegruppen oder/ 
und Effektorgruppen, z. B. Markierungs- oder Festphasenbindegruppen oder Toxinen eingesetzt. Solche Konjugate kon- 
nen durch direkte Kopplung oder liber aus dem Stand der Technik bekannte Brucken- oder Linkerstnikturen hergestellt 
werden. Von Nachteil fiir die Eigenschaften derartiger Konjugate sind oftmals storende intra- und intermolekulare Wech- 
selwirkungen zwischen den Konjugadonspartnem bzw, weiteren Komponenten. 

10 [0003] Bel diagnostischen Tests fiihren diese unerwiinsphten iatra- und inteimolekularen Wechsdwirkungen oft zur 
Verschlechterung wichtiger Parameter wie Signal-Dynamik, Signal-Rausch-Verhaltnis, Breite des MeBbereichs, Leer- 
wert, untere Nachweisgrenze und sdmit zu einer erheblichen Verschlechterung des Tests. Bei therapeutischen Verfahren 
fuhren die Wechselwirkungen wiedenim zur Verringerung der Wrksamkeit bzw, der Targetspezifitat. 
[0004] Beispielsweise fUhrt die Venvendung von Linkem, wie sie aus dem Stand der Technik fiir die Konjugation von 

15 iumineszierenden Metallkomplexen (EP-A-0 178 450, EP-A-0 580 979, WO 87/06706) bekannt sind, zu einer Ver- 
schlechterung der Test-Dynamik, WeitereNachteile solcher Konjugate sind eine hohe unspezifische Bindung an Proteine 
und hohe Leerwerte. 

[0005] Ahnliche Probleme treten jedoch auch bei anderen Markierungs- tmd Festphasenbindegruppen auf , 

[0006] WO 96/03409 und WO 96/03410 offenbaren, dass durch die Einfuhrung von freien positive oder/und negati- 

20 ven Ladungsti^gem in den Linker, der die reaktive kopplungsfahige Gruppe des Metallkomplexes mit einem der Ligan- 
den verbindet, bzw. die EinfUhrung bydrophiLer Gruppen in lumineszierende Metallkomplexe die unspezifische Adsorp- 
tion von Konjugaten dieser Komplexe verringert und darait sowohl die Testsensitivitat als auch die Stabiiitat und Wie- 
derfindung der Konjugate in Immunoassays verbessert, werden. Uberdies kann fallweise eine ^hohte Quantenausbeute 
erzielt werden. . ♦ 

25 [0007] Bredehorst et aL (Anal. Biochem: 193 (1991), 272) beschreiben ein trifunktionelles Hapten-Ruorophor Konju- 
gal, welches als Ruckgrat die 21 Aminosaurereste des Tnsuhn A-Kettenmolekiiis enthalt. Sofem es sich bei der Insulin A- 
Kette um einen Linker zwischen Fluoreszenz- und Haptengruppen handelt, ist dieser Linker ein linearer und kein ver- 
zweigter Linker. 

[0008] In neueren Untersuchungen wurde festgesteUt, dass die Venvendung der hydrophilen oder geladenen Lin ker ge- 
30 maB WO 96/03409 bzw. WO 96/03410 zu erheblichen Vorteilen in der Testperformance fuhrt, dennoch liegt der Leer- 
wert auch bei Verwendung solcher Komplexe noch deutlich iiber dem Leerwert des Systems. Daher ware eine weitere 
Leerwertabsenkung durch Verringerung unspezifischer Bindungen wiinschenswert, Zudem sollten unspezifische intra- 
and intermolekulare Wechselwirkungen zwischen Markiemngsgruppe und weiteren Testkoraponenten verringert wer- 
den, ohne die Signalausbeute bzw, die Zuganglichkeit der Markierungsgruppe negativ zu beeinflussen. 
35 [0009] Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass durch Verwendung verzweigter Linker mit Ladungstragem oder/ 
und hydrophilen Gruppen insbesondere in den Seitenketten die genannten Nachteilebeseitigt werden konnen. Diese ver- 
zweigten Linker bewirken Veirbesserungen auch bei anderen in diagnostischen oder in therapeutischen ^ferfahren oder fur 
Screening-Zwecke eingesetzten Arten von Konjugaten. 

[0010] Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit die Verwiendung einer polyfunkrionellen Verbindung der 

40 allgemeinen Fonnel (1): 

Z„-Y-Xni (I) 

worin Z mindestens eine reaktive ftinktionelle Gruppe oder eine Bindegruppe bcdeutet, X eine reaktive funktionelle 
45 Gruppe ist, die an Z ko valent iiber einen Linker Y gebunden ist, wobei der Linker ein verzweigter Linker ist, der ein Mo- 
lekiilargewicht von > 1000 Da aufweist und mindestens einen Ladungstrager oder/und mindestens eine hydrophile 
Gruppe enthalt, n eine ganze Zahl von I bis 10 und vorzugsweise von 1 bis 4 ist und m 1 oder 2 und vorzngsweise 1 ist, 
zur Herstellung von Konjugaten. 

[0011] Die Gruppe Z kann einfach oder mehrfach vorkommen und kann jeweils unabhangig eine reaktive funktionelle 
50 Gruppe oder eine Bindegruppe sein. Beispiele fiir Bindegruppen sind Markierungsgruppen oder EfFektorgruppen. Ef- 
fektorgruppen sind z. B. Partner eines bioaffinen Bindepaares, die spezifische Wechselwirkungen mit dem jeweils andcr 
ren Partner des bioaflinen Bindepaares eingehen konnen. 

[0012] Die Markierungsgruppen konnen aus beiiebigen nachweisbaren bekannten Gruppen ausgewahlt werden, bei- 
spielsweise aus FarbstofFen, lAiniineszenz-Markierungsgcuppen, wie etwa Chemilumineszenzgruppen, z. B, Acridiniu- 
55 mestera oder Dioxetanen, oder Huoreszenzfarbstotfen, 2. B. Fluorescein, Cumarin, Riiodamin, Oxazin, Resorufin, Cya- 
nin und Derivaten davon. Weitere Beispiele fur Markierungsgruppen sind lumineszierende Metallkomplexe wie Ruthe- 
nium- oder Europiumkomplexe, Enzyme wie fiir CEDIA (Cloned Enzyme Donor Immunoassay, z. B. EP-A-0 061 888), 
Mikro- oder Nanopartikel, z. B. Latexpartikel oder Metallsole, und Radioisotope, 

[0013] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Markiemngsgruppe ein lumineszierender MetaUJkomplex und die 
60 Verbindung hat eine Struktur mit der allgemeinen Formel (H): 

[M(LiL2L3)]„-Y-X^A (H) . ' , 

worin M ein zwei- oder dreiwertiges Metallkation ausgewahlt aus Seitenerde- oder Ubeigangsmetaihonen ist, L^, L2 und . 
65 L3 gleich oder verschieden sind und Liganden mit mindestens zwei stickstoffhaltigen Heterocycien bedeuten, wobei Li, 
L2 und L3 iiber Stickstoffatome an das Metallkation gebunden sind, X eine reaktive funktionelle Gruppe ist, die an min- 
destens einen der Liganden Li, L2, L3 kovalent iiber einen Linker Y gebunden ist, n eine ganze Zahl von 1 bis 10» vor- 
'zugsweise 1 bis 4 ist, m 1 oder 2 und vorzugsweise 1 ist und A die gegebenenfalls zum Ladungsausgleich erforderiichen 



2 



DE 100 48 417 A l 



Gegenionen bedeutet. 

[0014] Der Metallkomplex ist vorzugsweise ein luminesziereoder Metallkomplex, d. h. ein Metailkomplex, der nach 
entsprechender Anregung eine nachweisbare Lumineszenzreaktion zeigL Der Nachweis dieser Lumineszenzreafction 
kann beispiplsweise durch Fluoreszenz- oder dutch Elektrochemilundneszenzmessung erfolgen. Das Metallkation in 
diesem Konipiex ist beispielsweise ein Ubergangsmetall oder ein SeltenerdmetaU. Vorzugsweise ist das Metall Ruthe- 
nium, Osmium, Rhenium, Iridium, Rhodium, Plafin, Indium, Palladium, Molybdan, Techneticum, Kupfer, Chrom oder 
Wolfram. Besonders bevorzugt sind Ruthenium, Iridium, Rhenium, Chrom und Osmium. Am meisten bevorzugt ist Ru- 
theniuHL 

[0015] Die Liganden Li, L2 und L3 sind Liganden mit mindestens zwei stickstoffhaltigen Heterocyclen. Bevorzugt 
sind aromatische Heterocyclen wie z. B. Bipyridyl, Bipyrazyl, Terpyridyl und PhenanthrolyL Besonders bevorzugt wer- 
den die Liganden Li, L2 und L3 aus Bipyridin- und Phenantiirolin-Ringsystemen ausgewahlt. 

[0016] Weiterhin kann der Komplex gegebenenfaUs ein oder mehrere zum Ladungsausgleich erforderliche Gegenio- 
nen A enthalten. Beispiele fiir geeignete negativ geladene Gegenionen sind Halogenide, OIT, Carbonat, Alkylcarbox- 
ylat, z, B. Trifiuoracetat, Suifat, Hexafluorophosphat- und Tetrafluoroborat-Gruppen. Hexafiuorophosphat-, Trifluorace- 
tat- und Tetrafluoroborat-Gruppen sind besonders bevorzugt, Beispiele fur geeignete positiv geladene Gegenionen sind 
monoyalente Kationen wie etwa Alkali metall- und Ammoniuimionen. 

[0017] Andererseits kann die Gruppe Z eine Effektorgruppe sein, die mit einem Bindepartner eine spezifische, vor- 
zugsweise nicht kovalente Wechselwirkung eingehen kann, Beispiele fur geeignete Bindepaare sind Hapten bzw. Anti- 
geri/Antikorper, Biotin bzw, Biotinanaloga wie etwa Aminobiotin, Irhinobiotin oder Desthiobiotin/Avidin oder Strepta- 
vidin, Zucker/Lectin, Nukleinsaure bzw Nukleinsaureanalogon/komplement^e NukLeinsaure^ Rezeptor/Ligand z, B. 
Steroidhormonrezeptor/Steroidhomion, wobei ein Partner des Bindepaares die Effektorgruppe und somit Bestandteil der 
Verbindung (I) ist. 

[0018] Z kann in einer weiterra bevorzugten Ausgestaltung auch eine therapeutisch wirksarae Substanz sein, z. B. ein 
Toxin Oder ein Protoxin, z. B, eine antitumorwirksame Substanz. 

[0019] Die Verbindungen (1} werden ais Linkermolekiile zur Herstellung von Konjugaten verwendet. Dabei wird ein 
Bindepartner, insbesondere ein Bindepartner wie zuvor angegeben, kovalent mir. der mindestens eineri freien funktionel- 
len Gruppe der Verbindung (I) gekoppelt. Das resultierende Kopplungsprodukt enthalt mindestens zwei vorzugsweise 
unterschiedliche Bindepartner, die liber den verzweigten Linker Y mileinander verknupft sind. 

[0020] Die reaktive funktionelle Gruppe X bzw, Z der Verbindung (I) bzw, des Komplexes (H) ist eine reakti ve Gruppe, 
die kovalent mit einer biologischen Substanz gekoppelt werden kann. Vorzugsweise ist die Gruppe X eine aktivierte Car- 
bonsauregruppe wie etwa ein Carbonsaurehalogenid, ein Carbonsaureanhydrid, ein Carbonsaurehydrazid, ein Carbpn- 
saureazid oder ein Aktivester, z. B. ein N-Hydrbxysuccinimid-, ein p-Nitrophenyl-, Pentafiuorphenyl-, Imidazolyl- oder 
N-Hydroxybenzotriazolylester, ein Amin, ein Maleimid, ein Thiol oder eine photoaktivierbare Gruppe, z. B. ein Azid. 
Die Verbindung kann eine oder mehrere funktionelle Gruppen X bzw. Z enlhalten, die gleich oder verschieden sein kon- 
nen. Vorzugsweise sind X und Z verschieden. Wenn Z eine funktionelle Gruppe ist, kommt sie vorzugsweise nur einmal 
von Wenn Z eine Bindegrappe ist, kann sie auch mehrfach, z. B. bis zu lOmal vorkommen. Die funktionelien Gruppen 
Oder Bindegruppen Z konnen jeweils gleich oder verschieden sein und gegebeneaifalls durch Schutzgruppen blockiert. 
sein. Die Gesamtzahi der Gruppen X plus Z betragt jedoch mindestens 2, d. h. die Verbindung ist mindestens eine bifiink- 
tionelle Verbindung, vorzugsweise mindestens eine heterobifunktionelle Verbindung. 

[0021] Das Molekulargewicht des Linkers betragt mindestens 1000 Da, weil dann die Vorfeile des Linkers besonders 
zu Tage treten. Vorzugsweise liegt das Molekulargewicht des Linkers im Bereich von 1000 bis 50,000 Da, besonders be- 
vorzugt im Bereich von 1000 bis 20.000 Da uiid am meisten bevorzugt im Bereich von 1000 bis 10.000 Da. 
[0022] Die Verbindung (1) bzw. der Metallkomplex (U) unterscheiden sich vom Stand der Technik dadurch, dass der 
Linker Y zwischen X und Z ein verzweigter Linker mit mindestens einem Ladungstrager oder/und mindestens einer hv- 
drophilen Gruppe isL Der Begritf "Ladungstrager" bedeutet im Sinne der vorliegenden Erfindung eine Gruppe, die bei ei- 
nem pH" Wert im Bereich von 6 bis 8 iiberwiegend in ionischer Form vorliegt. Der Linker enthalt vorzugsweise bis zu 70, 
besonders bevorzugt 1 bis 40 und am meisten bevorzugt 2 bis 20 solcher Ladungstrager - ' 

[0023] Besonders bevorzugt enthalt der Linker mindestens einen negativen Ladungstrager Beispiele fur geeignete ne- 
gative Ladungstrager sind Phosphat-, Phosphonat-, Sulfinat-, Sulfonat-, ^^uifat- und Carboxylatgruppen, wobei Carbox- 
ylatgrappen und Phosphatgruppen am meisten bevorzugt sind, 

[0024] Beispiele fiir positive Ladungstrager sind Amino- und ein- oder mehrfach substituierte Aminogruppen, wie 
etwa Mono-, Di- oder Trialkyiaminogruppen, wobei Alkyl einen geraden oder verzweigten Alkykest von 1 bis 6 C-Ato- 
men oder einen zykiischen Aikylrest von 3 bis 6 C-Atomen bedeutet. Besonders bevorzugt werden die positiven La- 
dungstrager aus basischen Aminosauren wie etwa Lysin oder substituierten Aminosauren wie etwa Diethyllysin ausge- 
wahlt. Amine und substituierte Amine konnen auch als Elektronendonoren beim Nachweis der Metallkomplexe durch 
Elektrochemilumineszenz dienen, 

[0025] Altemativ oder zus atzlich zu den Ladungstragem kann der Linker auch ungeladene hy drophile Gruppen enthal- 
ten. Beyorzugte Beispiele fur ungeladene hydrophile Gruppen sind Ethylenoxid- oder Polyethylenoxidgruppen mit vor- 
zugsweise mindestens drei Ethylenoxideinheiten, Sulfoxid-, Suifon-, Carbonsaureamid-, Carbonsaureester-, Phosphon- 
saureamid-, Phosphonsaureester-, Phosphorsaureamid-, Phosphorsaureester-, Sulfonsaureamid-, Suifonsaureester-, 
Schwefelsaureamid- und Schwefelsaureesteigruppen. Die Amidgruppen sind vorzugsweise primare Amidgruppen, be- 
sonders bevorzugt Carbonsaureamidreste in Aminosaureseitengruppen z. B, der Aminsauren Asparagin und Glutamin. 
Die Ester stammen vorzugsweise von hydrophiicn Alkoholen, insbesondere C1-C3 Alkoholen oder Di- bzw. Triolen, 
[0026] Der Begriff "Verzweigung**. bedeutet im Sinne der vorliegenden Erfindung, dass der Linker eine Hauptkette 
zwischen den Gruppen Z und X und zusatzlich ausgehend von der Hauptkette eine oder mehrere Seitenketten enthalt. 
Die Ladungstrager bzw. hydrophilen Gruppen konnen in der Haupt- oder/und in einer Seitenkette lokalisiert sein. Wenn 
der erfindungsgemaBe Linker mehrere Gruppen Z bzw. X enthalt, kann die Hauptkette als solche bereits verzwetgt sein. 
Zusatzlich enth^t der Linker jedoch auf jeden Fall eine oder mehrere Seitenketten, die keine der Gruppen Z und X ent- 
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halten. Die Anzahl der Seitenketten betragt vorzugsweise 1 bis 10, besonders bevorzugt 2 bis 6 und am meisten bevor- 
zugt2bis4. 

[0027] In eioer bevorzugten Ausgestaitungsform der Erfindung enthalt der Linker eine Hauptkette^ die eine oder meh- 
■ rere ungeladene hydrophile Gruppen wie zuvor angegeben, insbesondere Carbonsaureamidgnippen oder/und Polyethy- 
5 lenglykolfunktionen enthalt, wahrend sich mindestens ein Ladungstrager in einer oder mehreren Seitenketten befitidet, 
. Dabei konnenpro Seitenkette beispielsweise 1 bis 10 Ladungstrager und insbesondere 1 bis 5 Ladungstrager vorhanden 
sein. Altemativ kann der Linker auch Ladungstrager in der Hauptkette und ungeladene hydrophile Gruppen in einer oder 
mehreren Seitenketten enthalten. AuBerdem sind auch seiche Ausfiihrungsformen denkbar, bei denen die Hauptkette und 
die Seitenketten sowohl ungeladene hydrophile Gruppen als auch Ladungstrager enthalten. 

10 [0D28] Der Linker hat eine Hauptkettenlange von vorzugsweise 7 bis 200 Atomen, besonders bevorzugt 7 bis 1 00 Ato 
men, wobei die Hauptkctfie eine durch Einbau von Heterqatomen, z. B . O- Atomen oder Amidfunktionen modifizierte Al- 
kylenkette ist, die mindestens eine Verzweigung enthalt, wobei die durch Verzweigungen gebildeten Seitenketten vor- 
zugsweise eine Lange von 4 bis 100 Atomen aufweisen. Die Ladungstrager sind im Linker vorzugsweise derart angedrd- 
net, dass ein H- Atom einer Alkyleneinheit der Hauptkette oder/und in einer Seitenkette durch eine einen Ladungstragei; 

15 z. B. NH3"*' Oder CO2" enthaltende Gruppe ersetzt ist. 

[0029] Vorzugsweise ist der verzweigte Linker, der die freien Ladungstrager oder/und hydrophilen Gruppen enthalt, 
zumindest teilweise aus Aminocarbonsaure-ginheiten aufgebaut, die uber Peptidbihdungen miteinander verkniipft sind. 
Bei einem derartigen Linker konnen die Verzweigungspunkte von polyfunktionellen Aminocarbonsaureri stammen, die 
insgesamt mindestens drei funktionelle Gruppen, z, B. Amino- oder Carboxylatgruppen enthalten, sodass nach Einbau in 

20 die Hauptkette noch eine funktionelle Gruppe vorhanden ist, die als Ausgangspunkt zum Aufbau der Seitenkette verwen- 
det werden kann. Besonders bevorzugt werden die Verzweigungen mit Diaminocarbonsauren, wie etwa Lysln, Omithin, 
Hydroxylysin, etc. erzeugt. 

- [0030] Die Ladungstrager des verzweigten Linkers konnen aus freien positiv oder/und negativ geladenen Gruppen von 
polyfunktionellen Aminocarbonsauren stammen, die insgesamt mindestens drei gel adene Gruppen, z. B, Amino-, Car- 

25 ' boxylat- oder Phosphatgruppen enthalten, so dass nach Einbau in den Linker und damit verbundener Reaktion von zwei 
der geladenen Gruppen noch mindestens ein freier Ladurigstrager vorhanden ist, Beispielsweise konnen die Ladungstra- 
ger von trifunktionellen Aminocari>onsauren stammen, die (a) eine Aminogruppe und zwei Carboxylatgnippen, od^ (b) 
zwei Amioogmppen und eine Carboxylatgruppe emhalten. Beispiele fiir derarttge txifunkrionelle Aminocarbonsauren 
sind Lysin, Omithin, Hydroxylysin, Asparaginsaure und Glutatninsaure, symmetrische trifiinktionelle Carbonsauren wie 

30 sie in EP-A-0 618 192 bzw. US-A-5,519,142 beschrieben sind. Altemativ kann bei den trifunktionellen Aminocarbon- 
saoren (a) eine der Carboxylatgruppen durch eine Phosphat-, Sulfonat- oder Sulfatgruppe ersetzt sein. Ein Beispiel einer 
solcher trifunktionellen Aminosaure ist Phosphoserin, - 

[0031] Altemativ kann der verzweigte Linker auch mindestens teilweise aus Phosphat-Zucker-Einheiten, z. B. einem 
DNA-Riickgrat ohne Nukieobasen oder aus glykopeptidischen Strukturen aufgebaut sein. Daruber hinaus kann der Lin- 
35 ker auch mindestens teilsweise aus Saccharid-Einheiten bestelien. In jedem Fall liegt die Seitenkette des Linkers vor- 
zugsweise an einer Verzweigung der HauplJcette, die durch eine trifunkdonelle Einheit gebildet wird und die Lange einer 
Seitenkette betragt mindestens zwei Synthesebausteine, z. B. natiirliche oder synthetische Aminosauren oder sonsdge 
Bausteine wie EdiylenglykoL 

[0032] In einer Ausfuhrungisfonn der vorliegenden Erfindung besitzt der Metallkomplex die allgemeine Formel .(111); 




55 worin M, X, A, n und m wie vorstehend definiert sind, Ri, R2, R3, R4, R5 und R^ gleich oder verschieden sind und jeweils 
einen oder mehrere Substituenten bedeuten, unter der Voraussetzung, dass X uber einen der Substituenten Ri, R2, R3, Ri^ 
R5 oder R^ und den Linker Y an einen der Liganden gebunden ist. 

[0033] Die Liganden des Komplexes sind je nach Anwesenheit bzw Abwesenheit der durch gebrochene Linien be- 
zeichneten Gruppen gegebenenfalls substituierte Phenanthrolin- bzw. Bipyridinsysteme, 
60 [0034] Die Substituenten Ri, R2, R3, R4, R5 und R^ an den Liganden sind - sofem sie nicht den Linker- Y endialten - 
vorzugsweise WasserstofT, CrCs-Alkyl, insbesondere Ci-Cs-Alkyl, Phenyl oder eine hydrophile Gruppe wie oben defi- 
niert. 

[0035] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfomk besitzen die Metallkompiexe die allgemeine Formel (Ilia): 
65 3 - 
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(Ilia) 



worin M, X und A wie vorstehend definiert sind, Rj^ R2, R3, R4 und R5 wie vorstehend definiert sind, s eine ganze Zahl 
von 0 bis 6, vorzugsweise von 1 bis 4 ist und Y den vei:zweigten Linker mit freien Ladiingstragem oder/und hydrophilen 
Gruppen bedeutet. 

[0036] Beispiele fur Verbindungen der Formel (I) mit Metallkomplexen als Markieningsgruppen bzw. Biotin ais Ef- 
f ektorgruppe und der Aminoseitengruppe bzw. der Carboxylgruppe von Lysin als reaktiver funkdonelier Gruppe sind in 
Abb. 1-7 dai'gesteilt. Die Verzweigungsstellen des Linkers werden dutch die trifuiiktionelle AminosMuie Lysin gebildet, 
die zwei Aminogcuppen und eine Carboxylatgnippe aufweist. Eine Aminogruppe und eine Carboxylatgruppe dienen zur 
Ausbildung von Peptidbindungen in der Hauptkette des Linkers, wahrend die zweite Aminogruppe ais Ausgangspunkt 
zum Aufbau des Seir.enamies dieat. Die freien Ladungstrager werden aus Glutaminsauresettenketten gebildet In Abb. 8 
ist die Lysin- Aminogruppe durch Phenylacetyl (Phac) blockiert, Durch die BLockierung einer oder mehrerer reaktiver 
Gruppen itxi Linker durch Schutzgruppen, z. B. Phenylacetyl oder/und anderen mit der Gesamtstruktur kompatiblen 
Schutzgruppen, konnen auch labile Bindegruppen in die Verbindung (I) eingefiihrt werden. 

[0037] Die reaktive Carboxylatgruppe kann beispielsweise durch Umsetzung mit N-Hydroxysuccinimid oder Disucci- 
■nimidylsaberat (DSS) in einen Aktivester uberfuhrt werden kann (siehe Abb. 12). ALternativ kann auch die ptimare Ami- 
nogruppe durch Reaktion mit Maleimidohexanoyl-N-hydroxysuccinimidester (MHS) in eine Maleimidgmppe uberfuhrt 
werden (siehe Abb, 9-11). 

[0038] - Die HersteUung der erfindu ngsgema3eu Verbindungen ist im Folgenden am' Beispiel von Met allkomplexen aus- 
fiihrlich beschrieben. Die HersteUung anderer Verbindungen, B. mit Biotin oder Peptidantigenen als Effektorgruppe, 
kann auf analoge Weiseerfolgen. ' 
[t)039] Der Aufbau eines geladenen und verzweigten Linkers an einer Markierungs- bzw, Festphasenbindungsgruppe 
wie etwa dem N-heterocyclischen Liganden eines Metallkomplexes kann einerseits als KoppLungsreaktion in Losung 
durctigefuhrt werden, wobel eine gegebenen falls partiell geschurzte Aminocarbonsaure an eine reaktive Gruppe des Li- 
ganden, z. B. eine Carbonsanre, gekoppeU wird. Dieser Kopplungsabschnitt kann gegebenenfalls nochmals wiedejholt 
werden, bis ein verzweigter Linker mit der gewunschten Lange aufgebaul ist. Dabei wird mindestens eine polyfunktio- 
nelie Atninocarbonsaure eingeftihrt, die eine oder mehrere geladene Seitengruppen enthalt 

[0040] AnschlieBend wird die reaktive Gruppe X eingefiihrt. und gegebenenfalls vorhandene Schutzgruppen auf den 
Seitengruppen der Aminocarbonsauren werden abgespalten. Dieser Aufbau des Liganden durch sukzessiye Ankopplung 
von Aminosauren in Losung kann einerseits an eineni einzelnen Liganden und andererseits an einem bereits an einen 
MetalLkomplex gebundenen Liganden als Ausgangsniaterial erfolgen. Ein geeignetes Ausgangsmaterial ist z. B. ein lu- 
mineszierender Metallkomplex, der eine freie Carboxylatgruppe enthalt. Derartige Komplexe sind aus den.obengenann- 
ten Dokumenten bekannt und werden auch z. B. von der Firma Igen Inc., Rockville, MD, USA komraerziell angcboten. 
[0041] Andererseits kann die HersteUung der Komplexe aach durch Festphasen-Peptidsynthese erfolgen. In einer er- 
sten Ausfuhrungsform der Festphasensynthese wird eine Aminos aure uber ihre Carboxylatgruppe an den Festphasentra- 
ger gekoppelt und dann durch sukzessive Kopplung weiterer Aminosauren der gewunschte Linker aufgebaut Zur Her- 
steUung eines erfindungsgemafien Linkers wird dabei mindestens eine Aminosaure verwendet, die.als Seitengruppe eine 
geladene Gruppe, z. B. eine Amino- oder eine Carboxylatgruppe und mindestens eine Aminosaure, die als Verzwei- 
gungss telle dient, gegebenenfalls in geschutzter Form enthalt. Nach Fertigstellung der gewunschten Liakersequenz kann 
ein aktivierter Metallkomplex, z. ais Akdvester, an die freie N-terminale Aminogruppe des festphasengebundenen 
Peptids gekoppelt werdert Nach Abspaltung von der Festphase kann die reaktive Gruppe X an den Carboxyteiminus des 
Peptidlinkers gekoppelt und gegebenenfalls vorhandene Schutzgruppen abgespalten werd^ 

[0042] In einer anderen Ausfuhrungsform der Festphasensynthese kann ein Arainosaure-Metallkomplex-Konjugat, 
das eine geschiitzte Aminogruppe und eine Carboxylatgruppe enthalt, z.B, Fmoc-Lys(-Ru(bipyridyl)3-OH) uber die 
freie Carboxylatgruppe an eine Festphase verankert werden und nach Freisetzung der blockierten Aminogruppe ein Pep- 
tidlinker aufgebaut werden. Nach Fertigstellung der gewunschten Linkersequenz wird der Komplex von der Festphase 
abgespalten, wobei ein Linker erhalten wird, der zumindest die urspriingliche Carboxylatankergruppe als freien La- 
dungsurager enthalt. Die reaktive Gruppe X kann an den Aminoterminus des resultierenden Peptidlinkers gekoppelt wer- 
den. 

[0043] In einer dritten Ausfiihrungsform der Festphasensynthese kann die verzweigte Linkersequenz mit Ladungstra- 
gem auch direkt an ein ausgewahlr.es Peptidepitop synthedsiert werden. 

[0044] Zur HersteUung der erfindungsgemaBen Verbindungen kann auch eine Kombiuation der oben genannten Syn- 
thesevarianten erfolgen, Aminosaure-Metallkomplex-Konjugate, die zur Festphasensynthese der erfindungsgemafien 
Komplexe mit geladehem Linker geeignet sind, werden in DE-A-44 30 998,8 beschrieben. Auf diese OfFenbaning witd 
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hiermit Bezug genommen. 

[0045] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Brfindung ist eine \ferbindung der allgemeinen Formel (I) wie zuvor 
definierL 

[0046] Nocfa ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Konjugat, umfassend mindestens eine biolo- 
5 gische Substanz, an die mindestens eine erfindungsgemaBe Verbindung (I) gekoppelt isL Beispiele fur geeignete biolo- 
gische Substanzen sind Zellen, Viren, subzeLlulare Teilchen, Proteine, Lipoproteine, Glycoproteine, Peptide, Polypep- 
tide, Nukleinsauren, peptidische NukLeinsauren (PNA), Oligosaccharide, Polysaccharide, Lipopolysacchaiide, zeiiulare 
Metaboliten, Haptene, Hormone, pharmakologische TOrkstoffe, Alkaloide, Steroide, Vitamine, Amino&auren und Zuk- 
ker. 

10 [0047] Die Kopplung der Verbindung mit der bioLogischen Substanz erfoigt uber eine reaktive funktionelle Gruppe der 
Verbindung, die mit einer fisnktionellen Gruppe der biologischen Substanz kovalent kuppeln kann, Wenn die funktionelle 
Gruppe ein Aktivester ist, kann beispielsweise eine Kopplung mit freien Aminogmppen der biologischen Substanz er- 
folgen. Wenn die funktionelle Gruppe ein Maleimidrest ist, kann eine Kopplung mit freien SH-Gruppen der biologischen 
Substanz erfoigen. 

15 [0048] Bei einer besonders bevorzugten Ausfahrungsform der vorliegenden Erfindung werden die Verbindungen an 
Peptide gekoppelt, die vorzugsweise eine Lange von maximal 50 Aminosauren und besonders bevorzugt von maximal 
30 Aminosauren aufweisen. Die HerstelLung die ser Peptide erfoigt vorzugsweise dadurch, dass man ein Peptid mit der 
gewurischten Aminos auresequenz an einer Festphase synthetisiert, wobei man a) .nach der Synthese eine Festphasenbin- 
dungs- odei/und Markieniagsgruppe, z. B. einen aktivierten Metallkomplex, vorzugsweise ein Metailkomplex-Aktive- 

20 sterderivat an die N-terminale Aminogruppe des Peptids koppelt oder/und b) wahrend der Synthese an mindestens einer 
Position des Peptids ein" Aminos aurederi vat einfuhrt, das kovalent mit einer Effektor- oder/und Markierungsgruppe, z, B, 
einem Hapten oder Metallkomplex gekoppeit ist. Die Kopplung der EfFektor- oder/und Markierungsgruppe, z, B. an die 
N-terminale Aminosaure des Peptids, erfoigt vorzugsweise vor Abspaltung des Peptids von der Festphase und vor einer 
Abspaltung von Schutzgruppen an reaktiven Seitengruppen der zur Peptidsynthese verwendeten Aminosaurederivate. 

25 [0049] Die Peptide enthalten vorzugsweise einen oder mehrere iramunologisch reaktive Epitopbereiche. Diese Epitop- 
bereiche stammen vorzugsweise aus pathogenen Organismen, z. B. Bakterien, Viren und Protozoen oder aus Autoim- 
mun-Antigenen. Besonders bevorzugt stammt der Epitopbereich aus viraien Antigenen und korrespondiert zu den Ami- 
nosauresequenzen von HIVI, HIVIL HIVO oder Hepatitis C- Virus (HCV). 

[0050] Weitere bevorzugte Beispiele fur biologische Substanzen sind Biotin, Toxine, Protoxine, Nukleinsauren, Anjti- 
30 korper oder Antikorperfragmente, Polypeptidantigene, d. h. immunologisch reaktive Polypeptide oder Haptene, d. h. or- 
ganische MolekQle mit einem Moiekulargewicht von 150 bis 2000, insbesondere Molekule mit einem Steroidgrundge- 
rust, wie etwa Cardenolide, Cardenolid-Glycoside (z. B. Digoxin, Digoxigenin), Steroid- Alkaloide, Sexualhormone 
(z. B, Progesteron), .Glucocorticoide etc. Weitere Beispiele fiir Haptene sind Prostaglandine, Leucotriene, Leuco-en- 
diine. Thromboxane etc. 

35 [0051] Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Verbin- 
dungen bzw. der erfindungsgemaBen Konjugate in einem Nachweisverfahren, z. B. einem immunologischen Nachweis- 
verfahren oder einem Nukleinsaure-Hybridisierungsverfahren, insbesondere in einem Lumineszenz-Assay. 
[0052] Bei Verwendung eines Metallkomplexes als Markierungsgruppe erfoigt der Nachwcis vorzugsweise durch 
Elefctrochemilumineszenz, wobeiTumineszierende Spezies elektrochemisch an der Oberflache einer Elektrode erzeugt 

40 werden. Beispiele zur Durehfiihrung von Lumineszenz-Assays mit Metallkomplexen des Standes der Technik linden 
sich in EP-^A-0580 979, WO 90/05301, WO 90/11511 und WO 92/14138. Auf die dorr, oftenbarten Verfahren und Vor- 
richtungen fur Lumineszenz- Assays wird hiemiir. Bezug genonomen. Die ElektrochernilumLneszenz-Assays werden m 
Gegenwart einer Festphase durchgefiihrt, die vorzugsweise aus Mikropartikeln, insbesondere aus magnetischen Mikrop- 
artikeln besteht, die mit eine reaktiven Beschichtung versehen sind, z. B. mit Streptavidin. Auf diese Weise konnen Im- 

45 mun- Oder Hybridisierungskomplexe, die einen Metallkomplex als Markierungsgruppe enthalten, an die Festphase ge- 
bunden nachgewiesen werden. 

[0053] Die Elektrochemilumineszenz-Messung wird vorzugsweise in Gegenwart eines Redukdonsmittels fiir den Me- 
tallkomplex durchgefiihrt, z. B. einem Amin. bevorzugt sind aliphatische Amine, insbesondere primare, sekundare und 
terriare Alkyiamine, deren Alkylgruppen jeweils 1 bis 3 Kohlenstoffatome aufweisen. Besonders bevorzugt ist Tripropy- 
50 lamin. Das Amin kann jedoch auch ein aromatisches Amin, wie Anilin oder ein heterocyclisches Amin sein. Das Reduk- 
tionsmittel kann bereits in der Ligandensphare des Koraplexes integriert sein. 

[0054] Weiterhin kann gegebenenfalLs als Verstarker ein oberflachenaktives Mittet, z. B. ein nicht-ionisches Mittel wie 
ein ethoxyliertes Phenol vorhanden sein. Derartige Substanz^ sind beispielsweise kommerzielt unter den Bezeichnun- 
gen Triton XlOO oder Triton N401 erhSltlicfa. 
55 [0055] Andererseits kann der Nachweis des lumineszierenden Metallkomplexes auch durch Messung der Fluoreszenz 
Oder der zeitaufgclosten Ruoreszenz erfoigen, wobei das Metallchelat durch Bestrahlung mit einem Licht der geeigneten 
Wellenlange angeregt und die daraus resultierende Fluoreszenzstrahlung gemessen wird. Beispiele zur Durchfuhruhg 
von Fluoreszenz-Assays finden sich in EP-A-0 178 450 und EP- A-0 255 534. Auf diese Offenbarung wird hierrait Bezug 
genonamen. 

60 [0056] Das zuvor ausfiihrlich beschriebene Prinzip der Verwendung von Metallkomplexen mit verzweigten und gela- 
denen bzw. hydrophilen linkem kann in analoger Weise auf andere Markierungs- oder/und Bffektorgruppen iibertragen 
werden. Andere bevorzugte Testformate, bei denen die verzweigten Linker eingesetzt werden konnen, sind homogene 
Assays. Soiche Assays basieren z. B. auf als CEDIA oder FRET (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer, vgl. z. B. 
Pope et al.. Drug Discovery Today (1999), 350-362) wie zeitaufgelosten FRET bekannten MeBverfahren. 

65 [0057] Durch Einsatz der erfindungsgemaBen verzweigten Linker konnen erhebiiche Vorteile gegeniiber bekannten 
Testformaten erreicht werden. So konnen positiv geladene lumineszierende Metallkomplexe durch negadv geladene Sei- 
tenarme besser abgeschirmt werden. FUr hydrophobe Markierungsgruppen und biologische Substanzen wird durch Ver- 
wendung der verzweigten Linker generell eine bessere Solubilisierung und somit eine geringere unspezifische Bindung 
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gefunden. In vielen Fallen kann dies zu einer Erhohung der Anzahl von Markierungsgruppen und somit zu hoheren Si- 
gnaiausbeuteti ausgeniitzt werden. Die sterisch anspruchsvollen verzweigten Liaker verhindem dariiber hinaus das Auf- 
treten von Wechselwirkungen zwischen hydrophoben Markierungsgruppen und hydrophoben biologischen Substanzen, 
sodass eine bessere Zuganglichkeit der Markierungsgruppe gewahrleistet ist. 

[0058] Durch die erfindungsgemaBen verzweigten Linker konnen bei diagnostischen Verfahren erhebliche Vorteile er- 
reicht werden, beispielsweise Verringemng des Leerwerts, Verbesserurig der TesCdynamik, Emiedrigung der unteren 
Nachw^eisgrenze, Verbreiterung des Testbereichs oder/und Verringerung des Signal-Rausch-VerMltnisses. Bei therapeu- 
tischen Anwendungen kann eine Verringerung der Wirkstoflfdosis oder/und eine Verringerung von Nebenwirkungen er- 
zielt werden. 

[0059] Noch ein weiterer Aspekt der voriiegenden Erfindung besteht darin, dass Linker, die einen oder mehrere La- 
duagstrager oder/und eine oder mehrere hydrophile Gruppen wie zuvor deliniert tragen, eine groiBe Verschiebung des ap- 
parenten Molekulargewichts in chromatographischen Methoden, wie Gelelektrophorese, z. B. Agarosegelelektropho- 
rese, SDS-Gelelektrophorese, Gelfiltration, hydrophober Interaktionschromatographie und lonenaustauscherchromato- 
graphie bewirken. Diese Wirkung tritt sowohl bei den in der voriiegenden Anmeldung beschriebenen verzweigten Lin- 
kem als auch bei den in WO 96/03409 bzw. WO 96/03410 beschriebenen iinearen Linkem ein. Aufgnind dieser Ver- 
■ schiebung des apparenten Molekulargewichts, d. h. die Linker scheinen'ein hoheres Molekulargewicht zu besitzen, als 
dies tatsachlich der Fall ist, -konnen sie zur Herstellung von Konjugaten mit definierter S tochiometrie und homogener Zu- 
sanunensetzung eingesetzt werden. Nach Kopplung des Linkers, der z. B. eine definierte Anzahl vort Markierungs- oder 
Effektorgruppen tragt, an eine Bindegruppe, z. B. ein Biomoiekiil, konnen durch chromatographische Methoden auf ein- 
fache Weise die Reakfionsprodukte des Ansatzes nach Stochiometrie (z. B. ein Molekiil Linker pro Bindegruppe, zwei 
Molekule Linker pro Bindegruppe, drei Molekiile Linker pro Bindegruppe etc) in Form von separaten Fraktionen erhal- 
ten werden, 

[0060] Der zur Herstellung eines bestimmlen Konjugats verwendete Liniker soli dabei ein apparentes Molekularge- 
wicht von. vorzugs weise > 20%, besonders bevorzugt > 30% und arri meisten bevorzugt > 40% des apparenten Mole- 
kulargewichts der Bindegruppe im gleichen chromatographischen Trennsystem aufweisen. 

[0061] Weiterhiri werden Reagenzienkits (Linker plus Markierungs- bzw. Effektorgruppe(n) plus zu markierende Bin- 
degruppe, z. B. Biomolekul), ein System (inklusive Mel^vorrichtung zum Nachweis der jeweiis vorhandenen Markie- 
rungsgruppe) so wie eine Zusammensetziung mit einem Reagenz definierter Stochiometrie und Funktionali® bereit ge- 
stelit, 

[0062] Ein bevorzugtes Beispiel fur derartige Konjugate mit definierter Stochiometrie sind monodigoxygenylierte Fab' 
Antikorperfragment-Konjugate. 

[0063] Weiterhin wird die vorliegende Erfindung durch nachfolgende Beispiele und Abbildung erlautert. Es zeigen: 
[0064] Abb. 1 bis 12 und 16 bis20erfindungsgemaBe Verbindungenund . 
[0065] Abb* 13 bis 15 Aminosauresequenzen von Vergleichsantigenen. 

Beispiel 1 

Herstellung von verzweigten Linkem iiber Festphas^^Peptidsynthese 

[0066] Die verz:weigten Linker wurden mittels FluorenyLmethyloxycarbonyl"(Fmoc)-Festphasehpeptidsynthese an ei- 
nem Batch- Peptidsynthesizer, z. B. von Applied Bipsystems A433, hergestellt. Dazu wurden jeweiis 4,0 Aquivalente der 
in Tabelle 1 dargestellten Aminosaurederivate verwendet. 
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Fmoc-Ala-OH 




C 


Fmoc-Cys{Trt}-OH 
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Fmoc-Asp(OtBu)-OH 




E ■ ■•■ 


Fmoc-Glu(OtBu)-OH 
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Fmoc-Glu-OtBu 
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Fmoc-Phe-OH 
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Fmoc-Gly-OH - ' . 
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Fmoc-:Hts{Trt)-OH 






Fmoc-!le-OH 
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Fnnoc-Lys{Boc)-QH 
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Fmoc-Lys(Fmoc)-OH 
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Fmoc-Lys{Dcie)-OH 
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FrnoG-Lys(Alloc)-PH 
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Fmoc-Lys{PhAc)-OH 
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Fmoc-tys{Label)-OH 
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Bpc-Lys(Fnnoc)-OH 
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Fmoc-Leu-OH ' . 


M , . 


Fmoc-Met-OH 
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Fmbc-Asn(Trt)-OH 
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Fmoc-Pro-OH 
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Fmoc-Gln(Trt)-OH 
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Fmoc-Arg(Pmc)-OH 
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Fnnoc-Ser(tBu)-OH 
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Fmpc-Va!-OH 
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Fmoc-Trp-OH 
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Fmoc-Tyr(tBu)-OH 
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Fmoc-f-Aminocarpronsaure 


Ps • 


Fmoc-Ser<PG(OBzl)OH}-OH ■ 
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Fmoc-Cys(S03H)-0H ' \ . ' 
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[0067] Die Aminosaureu und Aminosaurederivate wurden in N-Metfayl-pyrrolion gelost Das Peptid wird aa Wang- 
Harz (S.-S. Wang (1973), J, Am. Chem. Soc, 95, 1328) aufgebaut Die Harzbeladung Hegt bciO,! bis 0,4 mMol/g. Die 
Kuppluiigsreakdonen wurden bezuglich des Fmoc-Aminosaurederivats mit 4 Aquivaleoten DicycloheXylcarbodiimid 
und 4 Aquivalenten N-Hydroxybenzotriazol in Dimethylformamid als Reaktionsmedium wahrend 20 min durchgefuhrt. 
Nach jedem Syntheseschritt wurde die Fmoc-Gmppe mit 20%-igem Rperidin in Dimethylformamid in 20 min abgespal- 
ten. Die Harzmenge wurde so gewahlt, dass nach der letzten Verzweigung 4 Aquivalente Fmoc- Aminosaure bezogen auf 
die Aminogruppen eingesetzt werden. Fur die Verzweigung und anschlicBende Synthese von zwei gleichen Armen wird 
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH verwendet. Die unsymmetrischen Verzweigungen werden iiber Aminosaurederivate mit orthogo- 
nalen Seitenkettenschutzgruppen wie Fmoc-Lys(Dde) oder Fmoc-Lys{Alloc) erzielt. Die Abspaltung dieser orthogona- 
len Schutzgruppen erfolgt nach den in der Literatur bekannten Methoden am Harz (B. W. Bycroft et al. (1993) J. Chem, 
Soc., Chem, Commun,, 778; A. Merzouk et al. (1992) Tetrahedron Lett, 33, 477). GegebenenfaUs wurden endstMndige 
Aminogruppen an der Festphase mit EssigsSureanhydrid oder Bemsteinsaureanhydiid acetyliert oder succinyliert. 
[0068] Die Einfiihrung des Haptens, Labels oder der funktionellen Gruppe erfolgte, wenn das Derivat stabil ist wah- 
rend der Festphasensynthese, bereits am Harz B. an der N-terminalen Aminosaure des Peptids. 

[0069] Die Einfiihrung B. einer Metallchelat-Markierung erfolgte iiber entsprechende Aktivester-Derivate an die 
freien N-terminale Aminogruppe des tragergebundenen Pepdds. Hierzu wurden vier Aquivalente Ruthenium(bipyri- 
dyl)3-Komplex (BPRu) pro fireie primare Aminofunktion aktiviert mit N-Hydroxybenzotriazol/Dicyclohexylcarbodiimid 
und in wenig DMSO gelost, zugetropft und bei Raumtemperatur ca. 2 h geruhrt, 

[0070] Die Einfiihrung kaim aber auch C- terminal bereits wahrend der Festphasensynthese durch den direkten Einbau 
von z, B. Metallchelat oder Biotin-gekoppelten Amihosaurederivat^ erfblgen (beschriebeh in WO 96/03409). 
[0071] Die Freisetzung des Peptids vom Trager und die Abspaltung der saurelabilen Schutzgruppen erfolgte mit 20 ml 
Trifluoressigsaure,0,5mlEthandithioL 1 ml Thioanisol, L5g Phenol und 1 ml Wasser in 40 min bei Raumtemperatun Je 
nach den verwendeten Aminosaurederivaten konnen auch Cocktails mit weniger Radikalfanger eingesetzt werden. Die 
Reaktionslosung wurde anschlieBend mit 300 ml gekiihUem Diisopropylether versetzt und zur vollstandigen Fallung des 
Peptids 40 min bei O'^C gehalten. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Diisopropylether nachgewaschen, mit wenig 
50%-iger Essigsaure gelost und lyophilisiert. Das erhaltene Rohmaterial wurde mittels praparati ver HPLC an Deita-PAK 
RP C18 Material (Saule 50 x 300 mm, 100 A; 15 p) uber einen entsprechenden Gradienten (Eluent A: Wasser, 0,1% Tri- 
fluoressigsaure, Eluent B: Acetonitril, 0,1% Trifluoressigsaure) in ca. 120 min aufgereinigt Die Identitat des eluierten 
Materials wurde mittels Massenspektronietrie best^tigt. 

[0072] Beispiele fiir solche, durch Festphasensynthese hergesteltte Verbindungen, sind in den Abb. 1 bis 7 und 16 ge-. 
zeigL ^ ■ 

[0073] Akemativ kann die Markierungsgruppe (Label); die Effektorgruppe (Hapten) oder die funktionelle Gruppe 
auch nach der Abspaltung vom Harz eingeftihrt werden. Hierzu. sind evti. weitere Aminogruppen, die nicht. derivatisiert. 
werden solien, mit einer Schutzgruppe zu blockieren, die sowohl wahrend der Festphasenpeptidsynthese als auch der 
Abspaltung stabil ist (z, B. Phenylacetyl (Phac). Die Schutzgruppe kann enzymatisch mit PenG-Amidase entfemt wer- 
den (beschrieben in PCT/EP95/02921). ■ . 
[0074] Ein Beispiel fiir eine mit Phac geschiitzte Verbindung ist in Abb. 8 gezeigt. 

Beispiel 2 ■ 

Einfiihrung der Maleinimidfunktion in verzweigte peptidische Linker 

[0075] Zur Einfiihrung der Maleinimidfunktion wurde ein Peptid gemaB Beispiel 1 in 0, 1 M Kaliumphosphatpuffer pH 
7,0 gelost und mit einem Aquivalent Maleinamidhexansaure-N-hydroxysuccinimidester (MH = Maleinimidohexanoyl) 
in DMSO versetzt und 16 h bei 25^0 geruhrt. Der Ansatz wurde uber praparative HPLC (s. o.) aufgereinigt. Die Identitat 
des eluierten Materials wurde mittels Massenspektrometrie geprtift. 
[0076] Es wurden die in Abb, 9 bis 11 und 17 gezeigten Verbindungen hergestellt. 

Beispiel 3 

Einfiihrung von N-Hydroxysuccinimidestergruppen in verzweigte peptidische Linker 

[0077] Die experimentelle Durchfuhrung erfolgte analog WO 96/03409, Beispiel 6. 
[0078] Es wurde die in Abb. 12 gezeigte Verbindung hergestellt. 

Beispiel 4 

[0079] Anwendung von Metallkomplex-Antigen-Konjugaten mit verzweigten und geladenen Linkem in immunolo- 
gischen Tests. 

[0080] Es wurde ein Doppcl-Antigen-Briickentest zum Nachwcis spczifischer Antikorper gegen HIV durchgefiihrt. 
Hierbei wurde die Probenfliissigkeit mit einem Ruthenium-maikierten Antigen und einem biotinylierten Antigen fur den 
zu bestimmenden Antikorper in Gegenwart einer Streptavidinbeschichteten Festphase inkubiert. Das Vorhandensein von 
■ Anti-HIV-Antikorpem in der Probenflussigkeit wurde durch Bestimmung der Markierung an der Festphase mittels Elek- 
trochemilumiheszenz nach dem Elecsys®-System bestimmt. 

[0081] Als Antigen wurde ein HI V-Peptid aus dem gp36Bereich von HIV 2 verwendet, das am N-Terminus mit einem 
SH-fiinktionellen Linker verlangert wurde (Abb, 13). Die HersteUung derartiger Antigeneist in WO 96/03652 beschrie- 
ben, 

[0082] Zur Derivatisierung des HI V-Peptids mit Maleinimido-aktivierten Rutheniumkomplexen wurde das HI V-Peptid 
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mit der reaktiven Mercaptofunktion an Maleinimido-aktivierte Rutheniumlinker in 0,1 mol/l Kaliumphosphatpuffer pH 

7 innerhalb von 2 h bei Raumtemperatur konjugierL Nicht umgesetzte Bestandteile wurden entweder mittels pi^parativer 

HPLC Oder Gelchromatographie abgetrennt. Die gereinigten Produkte wurden lyophilisiert 

Verbindung A: BPRu-Linker aus Abb, 9 mit gp3 6- Antigen 

Verbindung B: BPRu-Linker aus Abb* 10 mit gp36-Antigeii 

Verbindung C: BPRu-Linker aus Abb, 11 mit gp36- Antigen 

Verbindung D: BPRu-Linker aus Abb. 17 mit gp36-Antigen 

[0083] Es wurden gp36-Konjugate mit yerschiedenen Linkervarianten (Verbindungen A-D) bergestelit und im oben 
beschriebenen Testformat bewertet. Alle Bewertungen wurden mit dem gleichen biotinylierten gp36-Peptid (Abb* 14) 
und in gleicher Konzentration durchgeftihrt. Markierte Detektionsantigene wurden in aquimolarer Konzentration zum 
biotinylierten Fangerantigen ^ingesetzt, 

[0084] Ais markiertes Vergleichsantigen gemaB Stand der Technik wurde auf der Detektionsseite das Konjugat gemafl 
Abb, 15 beschtieben in PCryEP95/02921 verwendet 

[0085] Die erfindungsgemafien Antigene wurd&n aquimolar bezogen auf das Antigen des Standes der Technik: einge- 
setzt. Die Konzentration betrug 0,018 nmiol/l. 

[0086] In Tabelle 2 ist das Ergebnis der Experimente mit den Konjugaten A and C im Vergleich zur Verbindung aus 
Abb, 15 in ECL-Counts dargestellt. Es ist ersichtlich, dass erst durch die Verwendung der erfindungsgemaj^en Linker 
deutUch niediigere Leerwerte bei gleichbleibenden Positivsignalen und damit verbunden eine bessere Differenziening 
von Positivsignal/Negativsignal ergeben, Diese verbesserten Signal/Rausch-Verhaltnisse fuhren zu einer Verbesserung 
des MeBbereichs. . 
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20 



lkbeUe2 



Experiment. 


Vergleich . 


A 


C 


Negative Probe 


6014 


2044 


1975 


Positive Probe 


345247 


484681 


391 007 


Verhaltfifs 

po.sitiv/negativ 


57,5 


237,1 


198 



25 



30 



[0087] In Tabelle 3 ist das Ergebnis aus dem Experiment mit Konjugat B im Vergleich zur Verbindung Abb. 15 in 
ECL-Counts dargestellt. Es ist ersichtlich, dass durch die Abscbirmung uber die verzweigten Linker auch mehrere Label 
eingefuhrt werden konnen, ohne dass der Leerwert signifikant ansteigt Uberraschenderweise wird auch das positive Si- 
gnal nicht gequencht, sondem sogar eine Erhohung der gemessenen Counts beobachtef. 
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TabeUe 3 



Experiment 


Vergleich 


6 


Negative Probe 


6096 


2366 


Positive Probe 


393197 


765298 


Verhaltnis 
positiv/negativ 


64,5 


323,5 



[0088] In Tabelle 4 ist das Ergebnis aus dem Experiment mit Konjugat D im Vergleich zur Verbindung gemaJ3 Abb. 15 
in ECL-Counts daigestellL Uberraschender Weise haben auch ungeladene Linker einen positiven EinfluB auf den Leer- 
wert. 
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Tabelle 4 



1 Experiment 


Vergleich 


D 


1 Neaative Prnhf^ 

1 * ^ V* U V w 1 1 \J Iwf W 


671 R 




j Positive Probe 


553816 


759947 


Verhaltnis 
j positiv/negativ 


82,4 


377,1 



15 Beispiel 5 

Herstellung von Antikorperfragment-Konjugaten 
1. Beschreibung des Verfahrens 

20 . . 

Herstellung des Fab' aus IgG 

{0089] Ein monoklonaler-Anti-Dig-Antikorper wurde mittels Pepsin zu F(ab')2 gespaiten. Nach quantitativer Spaltung 
wurde das Pepsin durch pH-Wert-Erhohung und Pepstatin inakriviert. Ohnc vorherige Aufreinigung wurde mitteis Cys- 
25 teamin das F(ab')2 Fab' reduzierL Cysteamin spaltet nahezu selektiv die Disiilfidbrucken in der Hinge-Region. An- 
schlieBend wurde dialysiert. Hierbei wuriien die durch Pepsin erzeugten Fc-Spaltprodukte groBtenteils entfemt, da sie 
klein genug sind, die Poren des Dialyseschlauches (> 10000 Dalton) zu passieren. 

Fab'-BPRu-Linker-Konjugat 

30 

. [OO90] Die Konjugatsynthese erfolgte, indem man das Fab' mit einern Uberschufi von BPRu-Linker-MH" umsetzt. 
Hierbei wurde tiberwiegend eine SH-Gruppe in der Hinge-Region umgesetzt. Als Nebenreaktion enBtanden kleine Men- 
gen von mehrfachruChenylierten Fab' via reduzierten inTramolekuIaren Disulfid-Brucken in der leichlen und der Fd- 
Kette. . ' 

35 

ReinigungdesRohkonjugaT.es 

[0091] Das Rohkonjugat wurde mittels Molekularsieb gereinigt. Hierbei wurde das rnonorurhenylierte voni niehrfach- 
ruthenylierten Material abgetrennt. 
40 ■ 

2. Durchfuhrung 
Spaltung des Antikorpers zu F(^')2 

.45 [0092] Das Lyophylisat des monoklonalen Antikorpers Anti-Dig-M 19. 11-IgG wurde mit. H2O rekonstituiert, so dass 
die Konzentration 20 mg/ml betrug. Pro ml Losung wurden 20 pll M Citrat pH 3.5 zugegeben (Endkonzentration Citrat 
= 20 miVO. Der pH wurde mit HQ auf 3.60 eingestellt. Es wurde durch ein 0,45 ^ni Filter filtriert. Bei OD 280 nm wurde 
die Konzentration bestimmt (1 OD280i,m ™ ^-4 mg/ml). Mit 20 mM Citrat pH 3.60 wurde auf 10 mg/ml eingestellt. Die 
Losung wurde im Wasserbad auf 37°C erwaimt. Pro ml Antikorperlosung wurden 100 jjI Pepsinlosung (3 mg/nil) zuge- 

50 geben und bei 37°C im Wasserbad inkubiert, Nach vollsT^ndiger Spaltung wurde die Reaktion gestoppt durch Erhohung 
des pH-Wertes und Zugabe von Peps tatin. 

Reduktion zu Fab' 

55 [0093] 1^0 ml Spaltansatz wurden 52.6 pi 0. 1 M Dithiothreitoi (DTT) zugegeben und 30 min bei 25'*C im Wasserbad 
inkubiert Das Fab' wurde dialysiert gegen 0.1 M NaH2P04/NaOH pH 6.5, 30 ii\M NaCl, 2 mM EDTA. 

Synthese des Fab -BPRu-Linker-Konjugats 

60 [0094] Der BPRu-Linker-MH wurde in DMSG gelost. Die StochiomeUie Fab':BPRu-Linker-MH war 1 : 3 (mol/moi). 
Die Endkonzentration Fab' im Ansatz betrug 3 ,9 mg/ml. Die DMSO-Konzentration im Ansatz betnig maximal 10%. Die 
Reaktionszeit war 1 Std. bei Raumtemperatur. 

Reinigung 

65 

£0095] Das Rohkonjugat wurde mit AMTCON PM 10 um den Faktor 2-3 einkonzentriert und mittels Superdex 200 ge- 
reinigt (Puffer; 25 mM MOPS/NaOH pH 6.5, 50 mM NaCl, 10% DMSO; Auftrag: max 1.5% des Gelbettes; Fraktionen: 
0.5% vom Gelbett), Die Fraktionen, wjelche das Fab'-BPRu-Linker-Konjugat enthalten, wurden gepoolt. 
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Beispiei 6 

Anwendung von Metallkomplex-Antikorperfragment-Konjugaten mit veizweigten und geladenen Linkern in immuno 

logischen Tests 

[0096] Es wurde ein Etoppel-Antigen-Bruckentest zum Nachweis spezifischer Antikorper gegen HIV durchgefuhrt. 
Hierbei wurde die Probenflussigkeit mit einem biotinylierten Antigen und einem Digoxigenin-markierten Antigen gegen 
den zu bestitnmenden AnCik5rper in Gegenwart einer Streptavidinbeschichteten Festphase und Anti-Dig-BPRu-Antikor- 
per inkubiert. Das Vorhandensein von Anti-HIV-Antikorpem in derProbeflussigkeit wurde durch Bestimmung derMar- 
kierung an der Festphase durch Elektrochemilumineszenz nach dem Elecsys®-System bestimmt, 

[0097] Als Antigen wurde ein HIV-Peptid aus dem gp41-Bereieh von HIVl verwendet, das am N-Temdnus markiert 
isL Die Herstellung der digoxigenylierten Antigene ist in PCT/EP95/02921 beschriebeo. 
[0098] Zur Detektion wurden verschiedene Dig-BPRu-Konjugate eingesetzt: 
Verbindung E: Anti-Dig-IgG-BPRu ohne linker 
Verbindung F: Anti-Dig-Fab -BPRu mit Linker aus Abb- 9 

[0099] AUe Antigene wurden aquimolar bezogen auf das Antigen eingesetzt. Die Konzentradon an Antigen betrue 
20ng/ml. SB 

[OlOOJ In Tabelle 5 ist das Ergebnis der Experimente mit Verbindung E im Vergleich zu Verbindung F dargestellt. Di- 
goxigenyliertes Antigen und Antikorperkonjugat (Konzentration 180 ng/ml) wurden vorinkubiert. Es ist ersichtlich, dass 
durch die Verwendung der erfindungsgemafien Linker deutlich niedrigere Leerwerte und damit verbunden eine bessere 
Differenzierung von Positiv/Nejgativsignal resultiert 
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Tabelle 5 



Experiment 
(counts] 


Ohne BPRu-Konju- 
= Systemleerwert 


Verbin- 
dung E 


Verbin- 
dung F 


25 


Negative Probe 


441 


2117 1 


582 




Positive Probe 1 


437 


1215275 


668410 


30 


Positive Probe 2 


453 


49187 


25819 
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Experiment 
Pos7neg; Seren 


Ohne BPRu-Konju. 
= Systemleerwert 


Verbin- 
. dung E 


Verbin- 
dung F 




Negative Probe 




1,0 


1,0 


40 


Positive Probe 1 


0,99 


574,1 


1 148,5 




Positive Probe 2 


1,03 


23,1 


44,4 


45 



[0101] In Tabelle 6 wurde die Testfiihrung dahingehend geandert, dass vor der Zugabe des Antikorperkonjugats (Kon- 
zentration 600 ng/mO die Magnet-Beads mit daran gebundenen Immunkomplexen .noctiinals gewaschen wurde. Auch 
hier zeigen sich deudich niedrigere Leerwerte und damit verbunden eine bessere Differenzierung. 
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TabeUe 6 



Experiment 
[countsl 


Ohne BPRu-Konju. 
= Systemleerwert 


Verbin- 
dung E 


Ver bin- 
dung F 


Negative Probe 


464 


2771 


758 


Positive Probe 1 


453 


1 503690 


686607 


Positive Probe 2 


480 


47040 


27133 



Experiment 
Pos./neg. Seren 


Ohne BPRu-Konju. 
= Systemleerwert 


Verbin- 
dung E 


Verbin- 
dung F 


Negative PrQbe 


1.0 


1,0 


1,0 


Positive Probe 1 


0,98 


592,6 


905,8 


Positive Probe 2 


1,03 


17,0 


35,8 



[0102] TabeUe 7 zeigt die unspezifische Bindung des Antikorper-Konjugats an die Streptavidin-Festphase. Bei dieser 
Testfuhrung werden anscatt der biotinylierten und digoxigenylierten Antigene nur der Puffer eingesetzt Die Konzentra- 
tion des Antikorper-Konjugats betragt 600 ng/ml Der erfindimgsgeixiaBe Linker zeigt. auch hier die besseren Leerwerte. 



Experiment 
[countsl 


Ohne BPRu-Konju. 
= Systemleerwert 


Verbin- 
dung E 


Verbin- 
dung F 


Negative Probe 


333 


3188 


566 


Puffer 


329 


983 


436 



Beispiel 7 " 

HersrelLung weiterer Konjugate 

L Synthese eines Testosteron-Deri vales (Abb. 18) 

L0103] 8,5 mg BPRu-Linker-NH2 wurden in ca. 2 ml Phosphat-Puffer pH 8,5 gelost und dazu 1,8 mg des aktivierten 
Testosteron-Derivaies (Tfest.osteron-3-dimethyicarboxyoxim-NHS) gelost in 2 ml Dioxan getropft. Man laBt 6 h bei 
Raumtemp. unter LichtausschluB riihren. 

[0104] Das Rohprodukt wird mittets praparativer HPLC aufgereinigL Das Molekulargewicht wurde mittels Massen- 
spektrometrie (MALDI) oiit 3180 best.aligL 

2. .Synthese eines T 3 Derivat£s (Abb. 19) 

[0105] Die Synthese erfolgt in Analogie zu 1, MS-MALDI entspricht dem erwarteten Molekulargewicht. 

3. Synthese eines PEG-Lys-MP-gp32-Derivates (Abb, 20) 

[0106] Ausgehend voni Ruthenium- Komplex-Lysin-Deri vat erfolgte im ersten Schritt die Umsetzung der freien a- 
Aminognippe des Lysins nach iiblichen Methodenmit Maleinimidopropionsaure(MP)-NHS-ester. Dann erfolgte die Ak- 
tiviening der Carbonsaure nach Standardmethoden. 

[0107] Im nSchsten Schritt wurden 3,64 mg des Aktivesters mit 25,5 mg eines aminomodifizierten Polyethylenglykols 
H2N-PEG-C)CH3-5000 (Shearwater) in 20 ml Acetonitril bei Raumtemperatur umgesetzt. Das Produktgemisch wurde 
einrotiert und mittels Gelchromatographie aufgereinigt (MALDI entspricht dem erwarteten Molekulaigewicht). 
[0108] Die weitere Kopplung des Maleininiids an gp-32 erfolgte analog den bereits beschriebenen Verfahren. Das mit 
Massenspektrometrie ermittelte Molekulargewicht entspricht dem erwarteten Molekulargewicht von 6990, 
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Pateatanspriiche 

L Verwendung einer Verbindung der allgemeinen Fonnel (I) 
Z^-Y-X™ (T) 

worin Z mindestens eine reaktive funktionelle Gnippe oder eine Bindegruppe bedeutet und, X mindestens.eine re- 
aktive f unktionelle Gruppe ist, die an Z kovalent iiber einen Linker Y gebunden ist, wobei der Linker ein verzweig- 
ter Linker ist, der ein Molekulargewicht von > 1000 Da aufweist mid mindestens einen Ladungstrager oder/und 
mindestens eine hydrophile Gruppe enthalt, n eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist und m 1 oder 2 ist, zur Herstellune 
von Konjugaten. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Bindegruppe eine Markierungsgmppe oder 
eine Effektorgruppe ist. 

3. Verwendung nacfa Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichiiet, dass die Bindegruppe eine Markierungsgmppe, 
ausgewahlt aus Lumineszenz- und Fiuoreszenznachweisgruppen, Enzymen, Mikro- oder Nanopartikeln und Ra- 
dioisotopen ist. 

4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungsgruppe eine Verbindung der allge- 
meinen Forme! (II) ist: 

IM(LiL2L3)]^^Y-X^A (n) 

worin . ^ 

M ein zwei- oder dreiwertiges Metallkation ausgewahlt aus Seltenerde- oder Ubergangsmetaliionen ist, 
Li, L2 und L3 gleich Oder verschieden siad und Liganden rait mindestens zwei stickstoffhaltigen Heterocyclen be- 
deuten, wobei Li, L2 und L3 iiber Stickstoffatome an das Metallkation gebunden sind, 
^ X eine reaktive funktionelle Gruppe ist, die an mindestens einen der Liganden Li, L2, L3 kovalent iiber den ver- 
zweigten Linker Y gebunden ist, * . " 

n eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist, 
m l Oder 2 ist und 

A die gegebenenfalls zum Ladungsausgleich erforderlichen Gegenionen bedeutet. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Bindegruppe eineEffektor- 
gruppe; ausgewahlt aus Partnem spezifischer bioaffiner Bindepaare ist. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Effektorgruppe ausgewahlt ist aus Biotin und 
Analoga davon, Streptavidin, Avidin, Antigenen, Haptenen, . Antikorperh, Nukleinsauren, Nrukleinsaureanaioga, 
Zuckem, Lectinen, Rezeptoren und Rezeproriiganden. 

7. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die reaktive f unktionelle Gruppe 
eine Carbonsaure, ein Carbonsaurehalogenid, ein Carbonsaureanhydrid, ein Carbons aurehydrazid, ein Carbonsau- 
reazid, ein Amin, ein Aktivester, ein Maleimid, ein Thiol oder eine photoaktivierbare Gruppe ist. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass der verzweigte Linker mindestens 
einen negativen Ladungstrager, ausgewahlt aus Phosphat-, Phosphonat-, Sulfinat-, Sulfonat-, Sulfate und Carbox- 
ylatgmppen enthalt. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass der verzweigte Linker mindestens eine Carbox- 
ylat- oder/und Phosphatgruppe enthalt. 

10. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass der verzweigte Linker rninde- 
stens einen positiven Ladungstrager, ausgewahlt aus Amino- und substituierten Aminogruppen enthalt. 

1 1. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass der verzweigte Linker bis zu 70 
Ladungstrager enthalt. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass der verzweigte Linker 1 bis 40 Ladunpstraeer 
enthalt. ^ 

13. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet., dass der verzweigte Linker 
mindestens eine ungeladene hydrophile Gruppe, ausgewahlt aus Ethylenoxid-.Polyethylenoxid-, Suifoxid-, Sulfon- 
, Carbonsaurearaid-, Carbonsaureester, Phosplionsaureamid-. Phosphonsaureester-," Phosphorsaureamid-, Phos- 
phorsaureester-, Sulfonsaureamid-, Sulfonsaureester-, Schwefelsaureamid- und SchWefelsaureestergruppen enthalt. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine ungeladene hydrophile Gnippe 
eine prim5re Carbonsaureamidgruppe ist, 

15. Verwendung nach einem der vorhei^ehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das Molekulaigewicht 

des Linkers im Bereich von 1000 bis 50,000 Da liegt. 

16. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass der verzweigte Linker zumin- 
dest teilweise aus Aminocarbonsaure-Eiaheiten aufgebaut ist,. die uber Peptidbindungen miteinander verfcniipft 
sind. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Ladungstrager von polyfunktioneUen Ami- 
nocarbonsauren stammen, die nach Einbau in den Linker noch mindestens einen freien Ladungstrager enthalten. 

18. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die hydrophilen Gruppen von polyfunktioneUen 
Aminocarbonsauren stammen, die nach Einbau in den Linker noch mindestens eine hydrophile Gruppe enthalten. 

19. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Verzweigungsstellen von polyfunktioneUen 
Aminocarbonsauren stammen, die nach Einbau in den Linker noch mindestens eine freie Funktionalitat enthaUen, 
die zum Aufbau einer Seitenkette dient 

20. Verwendung nach Anspruch 17, 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, dass die polyfunktioneUen Aminocarbon- 
sauren ausgewahlt sind aus Lysin, OmiUiin, Hydroxylysin, Asparaginsaure, GluCaminsaure, Asparagin, Glutamin, 
Phosphoserin und synthetischen trifunktioneUen Aminocarbonsauren. 

21. Verbindung der aUgemeinen Formel (I) 
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worin Z inindestens eine reaktive funktionelle Gmppe oder eine Bindegruppe bedeutet und, X mindestens eine le- 
aktive funktionelle Gruppe ist, die an Z kovalent uber einen Linker Y gebunden ist, wobei der Linker ein verzweig- 
ter Linker ist, der ein Molekulargewicht von 1000 Da aufweist und mindestens einen Ladungstrager oder/und min- 
destens eine hydrophile Gnippe enthalt, n eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist und m 1 oder 2 ist. 
5 22. Verbindung nach Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, dass sie eines oder mehrete der Merkmale nach einem 

der Anspriiche 2 bis 20 aufweist. ^ 

23. Konjugat, umfassend mindestens eine biologische Substanz, aft die inindestens eine Verbindung der allgemei- 
nen Formel (I) nach Anspruch 21 oder 22 gekoppelt ist. 

24. Konjugat nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass die biologiscfie Substanz ein Antikorper oder Anti- 
10 korperfragment, dne Nukieinsaure, ein Polypeptidantigen, ein immunplogisch reaktives Peptid oder ein Hapten ist. 

25. Verwendung der Verbindungen nach Anspruch 21 oder 22 oder der Konjugate nach Anspruch 23 oder 24 in ei- 
nem immunologischen Nachweis verfahren oder in einem Nukleins aure-Hybridisicrungs verfehren. 

26. Verwendung nach Anspruch 25 in einem Lumincszenzverfahren. 

27. Verwendung nach Anspruch 25 oder 26 in einem Elektrochemilumineszenzverfahren. 

15 28. Verwendung nach Anspruch 27 zur Verbesserung der Loslichkeit von Markierungs- oder Eflektorgruppen bzw. 

von deren Konjugaten. 
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